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Q>7) Ce precede, seton rinvention, mettant en oeuvre des 
structures fluoresce rites, denommees ci-apres bifles. spies a 
fixer un antiKgartd approprie. eat caractsrise en ce que tesdites 
biltes. lesqueJIes presertterrt un diametre et/ou une densite de 
fluorochrome et/ou une longueur d'onde d'emission iderrtiques 
ou different* et sur lesquefles est fixe eu moins un sntiligand 
approprie. sont misea en contact avec rechantilton a analyser, 
de maniere a obtenir des complexes formes de nombreuses 
r— biltes fluorescerrtes fixaes sur cheque particuJa a detecter. puis 
^ en ce que. dans un deuxieme temps, le comptage individuel 
des perocutes a detecter ainsi marquees est realise a I'aide 
I cfun moyen de detection de fluorescence approprie choisi dans 
le groupe qui comprertd le microscope, les cytometrea en flux, 
G) tes anaiyseurs d'rmage et les systemes a belByflge laser. 
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La presente invention est relative a un proc6d6 
d * amplification d'un signal fluorescent pour la recherche 
• et la numeration specifiques, tres rapid.e et sensible, dans 
un milieu liquide ou semi-liquide, de la presence even- 
tuelle de particules d'or.igine biologique, m§me presentes 
en quantite extr§mement faible, ainsi qu'a 1 ' appl ication 
dudit procede a la detection et a la numeration de parti- 
cules. 

Par quantite extr§mement faible, on entend, au 
sens de la presente invention un tres petit nombre de par- 
ticules, qui peut §tre aussi faible qu'une seule particule. 

L ' analyse qualitative et 1' analyse quantitative 
rapides de la presence de particules dans des produits ali- 
mentaires, des produits d' hygiene ou des fluides, des 
fluides biologiques par exemple , ' notamment dans le cadre de 
1' analyse biologique, s'averent tres utiles et importantes 
dans les differentes industries concernees (industries 
agro-alimen ta ires ,. pharmaceutiques et cosmetiques, notam- 
ment dans le cadre du control'e de qualite et egalement la-, 
boratoires d 1 analyse m^dicale). 

En ce qui concerne en particulier les micro-or- 
ganismes tels que bacteries, levures, moisissures, para- 
sites, virus, phages, on utilise habituellement comrae tech- 
nique de detection, la mise en .culture d'un echantillon du 
produit a tester. 

Cette methode de detection a 1 ' inconvenient 
d'etre longue a mettre en oeuvre , les micro-organismes 
eventuellement presents se developpant en colonies visibles 
ou se multipliant en nombre suffisant pour modifier un pa- 
rametre physico-chimique , dans un d^lai de 2 a 30 jours. De 
plus, la numeration de micro-organismes par ces methodes 
n'est absolument pas precise et ne permet qu'une evaluation 
approximative du nombre de micro-organismes presents au de- 
part ; 1 1 identification des micro-organismes, par cette me- 
thode, reste partielle. 
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II est egaleraent connu de raarquer les parti- 
cules au raoyen de colorants chimiques ou biologiques ; on 
connalt en particulier de norabreux colorants chimiques ou 
biologiques pour le marquage de micro-organismes ou de cel- 
lules animales ou vegetales : notamment les colorants des 
acides nucieiques, les f luorochromes tels que les derives 
de la fluoresceine et de la phycoerythrine , qui soht utili- 
ses depuis de nombreuses ann6es ( directement ou a travers 
leur couplage a un antiligand, des anticorps notamment. 

. On entend par antiligand, la structure mol6cu- 
laire capable de reconnaitre et de fixer la/les particules 
a ,detecter et/ou un ligand present a la surface de ladite 
particule. 

Les Demandes de brevet francais n' 88 0236 et 
n' 88 02937, au notn de la Demanderesse , decnvent le comp- 
tage de particules rendues f luorescentes a l'aide d ' un 
colorant de viability positive et/ou d'autres substances 
telles que des colorants vitaux, des anticorps rendus fluo- 
rescents et des sondes nucieiques rendues f luorescentes , le 
comptage individuel desdites particules etant notamment 
realise par cytometric en flux ou par balayage laser. 

De telles methodes rendent difficiles la detec- 
tion et le comptage de particules de' taille plus .petite que 
la longueur d'onde d ' excitation. Elles ne permettent pas 
non plus la detection d'un ligand tel qu'un epitope ou 
determinant antig6nique present en tres petites quantites a 
la surface de ladite particule. 

A l'heure actuelle, une particule antigenique 
est indetectable en cytometrie en flux, au raoyen des appa- 
reils disponibles sur le marche, si la quantite de determi- 
nants antigeniques a la surface de ladite particule est 
inferieure a environ 3 000, comme cela est precise notam- 
ment dans l'article de TRUNEH A. et al . , paru -dans Cytome- 
try,' (1987, 8, 562-567 : "Detection of very low receptor 
numbers on cells by flow cytometry using a sensitive stai- 
ning method"). En effet, il y a une limite inferieure au 
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nombre de molecules f luorescentes qui peuvent §tre detec- 
t6es par cytometrie en flux et qui a ete estimee a 3 000 - 
5 000 molecules/cellule . 

En consequence, 1* invention s'est donne pour 
but de.pourvoir a un procede d ' amplification du signal de 
fluorescence pour la recherche, la detection et la numera- 
tion de particules, tres rapide et facile a mettre en 
oeuvre, notamment dans le cadre d* analyse de routine, sen- 
sible, specif ique et peu couteux et permettant egalement le 
; comptage a .1 • unite pres desdites particules m§me lorsque 
celles-ci sont tres petites et/ou presentent un petit 
nombre de ligands a leur surface. 

La pr^sente invention a pour objet. un proc6de 
d" amplif icarion de signal pour la recherche, la detection 
et la numeration de particules presentes normalement ou 
eventuellement contenues en tant que contaminants dans un 
milieu a l'etat liquide, semi-liquide , geiifie, pateux, Bo- 
lide ou analogue, notamment des produits al imentaires , des 
produits d'hygiene, des fluides biologiques, en particulier 
dans le cadre de 1' analyse biologique, mettant en oeuvre 
des structures f luorescentes , denommees ci-apres billes, 
aptes a fixer un antiligand approprie, ledit procede etant 
caractense en ce que lesdites billes, lesquelles presen- 
tent un diametre et/ou une densite de fluorochrome et/ou 
une longueur d'onde d' emission identiques ou diff6rents et 
sur lesquelles est fixe au moins un antiligand approprie, 
sont mises en contact avec 1 • 6chantillon a analyser, de ma- 
niere a obtenir des complexes formes de nombreuses billes 
f luorescentes fixees sur chaque particule a detecter, puis 
en ce que, dans un deuxieme temps, le comptage individuel 
des particules a detecter ainsi marquees est realise a 
l'aide d ' un moyen de detection de fluorescence approprie 
choisi dans le groupe qui comprend le microscope, les cyto- 
metres en flux, les analyseurs d' image et les systemes a 
balayage laser. 
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Les billes f luorescentes sur lesguelles est 
fix6 l'antiligand sont d§nomm6es ci-apres, systeme 
d' amplification. 

On entend par population de billes, un ensemble 
de billes identiques, c'est-a-dire dont le diametre, la 
densite en f luorochrome , la longrueur d'onde d 1 emission 
ainsi que l'antiligand fixe a leur surface sont identiques. 

On entend par couleur de billes, la longueur 
d'onde d' emission caract6ristique d'uae population. 

Un tel proc^de d ' amplification permet d'obtenir 
1' equation : un epitope <--> une bille f luorescente , celle- 
ci correspondant a 10 4 -10 8 f luorochromes , alors que dans 
les conditions decrites dans l'Art Anterieur on a : un epi- 
tope <--> un anticorps, celui-ci correspondant a 1 a 3 
f luorochromes . 

Lorsqu'on d^tecte lesdites billes f luores- 
centes, libres et/ou fixees sur les particules a recher- 
> cher , a 1'aide d ' un cytometre en flux, la forme de la cel- 
lule en flux est choisie pour reduire a leur minimum les 
forces hydrodynamiques d'arrachage. 

Le cytometre en flux qui peut §tre utilise dans 
le cadre de la presente invention est avantageusement , mais 
de maniere non limitative, celui d^crit dans la Demande de 
Brevet francais n" 88 02937 citee ci-dessus : il permet de 
passer des dchantillons de volumes iraportants , possede un 
systeme de lavage automatique entre chaque 6chantillon, et 
est concu pour une utilisation en routine ; il est, de 
plus, capable de detecter, de determiner la couleur et de 
compter chaque particule individuellement , jusqu'a une fre- 
quence de 3 000 par seconde. 

Conformement a 1' invention, l'antiligand fixe 
sur lesdites billes est choisi dans le groupe qui coraprend 
des antigenes, des anticorps, des r6cepteurs, des lectines, 
des prolines du type A ou G et des avidines sp^cifiques 
des particules a rechercher. 
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Selon une disposition avantageuse de ce mode de 
mise en oeuvre, les anticorps sont choisis dans le groupe 
qui comprend les anticorps polyclonaux et/ou monoclonaux , 
mono ou polysp6cif iques anti-levures et/ou anti-bacteries 
et/ou anti-moisissures et/ou anti-parasites et/ou anti-vi- 
rus et/ou anti-phage et/ou anti-cellules animales et/ou 
anti-cellules v6g6tales. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre dudit 
procedd, les billes f luorescentes ont un diametre in£6rieur 
a celui des particules a detecter. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de 
mise en oeuvre, les billes ont un diametre compris entre 
0,05 pm et 5 pm . 

Les billes f luorescentes peuvent §tre notamment 
des billes de latex, des' billes en polyacryiamide , des 
billes de cellulose, des billes en polystyrene, des billes 
d'agarose, des billes en PVC, des billes de verre . 

Un tel proced6 permet, soit de ne detecter que 
les billes f luorescentes fixees sur la particule a recher- 
cher, soit de detecter a la fois les billes isolees et les 
billes fixees sur la particule a rechercher, les diff6- 
rentes billes etant alors dif f erenci6es et reconnues par le 
moyen de detection. 

Les particules a detecter sont choisies dans le 
groupe qui comprend les micro-organismes , notamment les le- 
vures, les bact^ries, les moisissures, les parasites, les 
virus et les phages ainsi que les cellules animales ou ve- 
getales . 

Le marquage desdites particules a l'aide de 
billes f luorescentes sur lesquelles est fixe au moins un 
antiligand approprie, a l'avantage de permettre la detec- 
tion de particules trop petites pour §tre visibles au cytb- 
metre. en flux, ledit marquage permettant simultan^ment une 
amplification et une augmentation du signal de fluores- 
cence, et une augmentation de la taille des particules a 
detecter . " 
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Ce marquage a 6galement l'avantage de permettre 
la detection et la numeration siraultanees de particules de 
types differents dans un m§me echantillon. II perraet 6gale- 
ment de rechercher en une seule etape, la presence even- 
tuelle de plusieurs ligands differents sur une m§me parti- 
cule . 

Le precede conforme a 1' invention a egalement 
l'avantage de permettre un dosage homogene, c ' est-a-dire , 
ne necessitant ni la separation physique d'autres parti- 
cules eventuellement pr^sentes dans 1 ' echantillon a doser 
ou de billes f luorescentes non liees aux particules a re- 
chercher, ni des etapes de lavage ; en effet, 1 ' utilisation 
du systeme d 1 amplification conforme a 1' invention, permet 
de travailler dans un milieu coraplexe, eventuellement tur- 
bide. 

La pr^sente invention a, en outre, pour objet 
un kit ou coffret pr§t a l'emploi pour la mise en oeuvre du 
proc^de d ' amplification conforme a 1' invention, caracterise 
en ce qu'il comprend au moins une population de billes 
f luorescentes sur lesquelles est fixe au moins un.antili- 
gand approprie, eventuellement associe a des tampons appro- 
pries. 

Conf ormement a 1' invention, lorsque le kit com- 
prend plusieurs populations de billes, celles-ci soht uti- 
lisees seules ou en melange. 

Outre les dispositions qui precedent, 
1' invention comprend encore d'autres dispositions qui res- 
sortiront de la description qui va suivre, qui se refere a 
des exemples de mise en oeuvre du procede, objet de la pr6- 
sente invention. 

II doit §tre bien entendu, toutefois, que ces 
exemples sont donnes uniquement a titre. d ' illustration de 
l'objet de l'invention, dont ils ne constituent en. aucune 
maniere une limitation. 

Exemple 1 : Recherche de levure dans un fluide 
biologique n ' en contenant normalement pas : 
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a ) P reparation du sys£.ejne _d Lamplif icatjJon 

billes-£Lu.Qxescentes/anticQrES : 

- on melange 300 pi de tampon a pH 9,2 avec 
10 pi de billes fiuorescentes carboxyiees (suspension a 
2,5 % dilute au 1/10 ) . . 

- Soniquer 50 secondes ; 

- Ajouter 300 pi d'anticorps approprie" a envi- 
ron 2,5 mg/ml, par exemple anti-levures ; 

- Incuber 1/2 heure a temperature ambiante, 

- Laver 3 fois avec du PBS/BSA/Tween 20, 

- . Centrifuger a 11 000 tr/mn pendant 

10 minutes , 

- Resuspendre dans un culot minimum (100.pl),- 

- Soniquer 50 secondes ; 

- Ajouter a la suspension de billes obtenue en 
a), une quantity appropriee d ' 6chantillon a analyser, 

- Soniquer, 

- Incuber 1 heure a temperature ambiante, 

Rechercher et compter les levures rendues 
fiuorescentes au moyen d'un microscope (photo 1 et 2). 

La photo 1 represente des levures Candida albi- 
cans recouvertes de billes de 0,23 pm de diametre, sur. les- 
quelles a ete couple de facon covalente un anticorps mono- 
clonal anti- Candida albicans d'isotype G. 

La photo 2 represente des levures Candida tro- 
picalis recouvertes de billes de 0,51 pm de diametre, sur 
lesquelles a ete couple de facon covalente un anticorps mo- 
noclonal multi-generique anti-levures (Demande de brevet 86 
01620 au nom de la Demanderesse ) d'isotype M. 

Exemple 2 : Numeration de bacteries dans un 
fluide en contenant normalement (fermentation, par 
exemple) : 

a j Pjrj3_tQ£Qle^dentiJ3ue_^^^ 
le diafnetre des billes est de 0,2 pm et 1' anticorps est di- 
rige contre la bacterie utilisee. 
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b) Detect ion de 1 ' antig fene rftrhjjr C ^ : 

- Ajouter a la suspension obtenue en a), 100 pi 
d'une suspension de micro-organismes a 10* /ml ou plus, 

- Soniquer , 

- Incuber 1 heure a temperature ambiante. 

- Compter les bact6ries rendues f luorescentes 
au moyen d'un cytometre en flux. 

Exemple 3 : Determination de l'espece ou du 
genre des particules a analyser. 

.Une batterie d'anticorps monoclonaux couvrant 
les sp6cif icit<§s recherch6es sont couples a des billes de 
cciuleurs differentes (exemples : recepteurs membranaires de 
cellules animales, especes du genre Saccharomyces) . 
L'analyseur en flux multi-parametrique (jusgu'a six cou- 
leurs differentes) recherche s ' il y a eu fixation de billes 
ou non ; la couleur detect6e identifie le (ou les) 
type(s) de particule(s) presente(s). 

Exemple 4 : Recherche de la presence simultanee 
de plusieurs ligands sur une m§me particule : 

Les antiligands correspondant aux differents 
ligands sont couples a des billes f luorescentes de couleurs 
differentes, selon le protocole de 1' exemple 1. L 1 analyse 
est r6alis6e au moyen du cytometre en flux. La presence si- 
multanee de deux |ou plusieurs) couleurs, de fluorescence 
sur une meme particule indique que celle-ci possede les 
deux (ou plus) ligands correspondants . 

Exemple 5 : Recherche et quantification 
d' epitopes extr§mement rares a. la surfaces de particules : 
lorsque le nombre d' epitopes accessibles pbrtes par un cel- 
lule est inf£rieur a environ 3000, leur detection en cyto- 
metric en flux devient tres delicate, voire impossible. 
L ' amplification par les billes f luorescentes permet la de- 
tection et la quantification precise de quelques dizaines 
d' epitopes. Theoriquement , le nombre minimal d' epitopes 
identiques detectables est de deux dans des conditions 
ideales. 
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Exemple 6 : Detection de spores de Clostridium 
tyrobutyricum dans les laits destines a la fabrication des 
fromages : 

Les spores de cette espece sont extrSmement pe- 
tites (moins d'l urn) et le seuil minimal a d^tecter est 
tres faible (idealement 100 spores par litre). 

a) Recherche ^ar._CYtLQra#.£r.ie._en_ J fJ.ux : • 
1} Le lait est centrifuge^ 

2) Le culot est repris dans un volume minimum 
de tampon cpntenant des billes f luorescentes de 0,2 ^m de 
diametre sur lesquelles les anticorps ad^quats ont 6te 
fixes (voir exemple 1}. 

3) La recherche des billes agglutinees autour 
d'une spore est realisee en cytometrie en f lux capable de 
compter les particules a l'unit6 pres. 

b) RechercJtie.„sur._f litre : 

1) Le .lait est traite' de facon connue, pour di- 
minuer sa viscosite et augmenter sa f iltrabilitd. . 

2) Le lait trait<§ est filtre sur membrane. 

3) La membrane est incub£e en presence, d'une 
suspension de billes telles que d6crites sous a2 )..„•■ 

4) L'exces de liquide et de billes libres est 
d^licatement chasse par le passage d 1 un volume d'air. 

5) La recherche des spores rendues f luores- 
centes par la fixation sp^cifique des billes correspon- 
dantes est r6alis6e avantageusement par I'appareil d6crit 
dans la Demande de brevet n' 88 02936 d^posee au nom de la 
Demanderesse . 

Amsi que cela ressort de ce qui precede, 
1' invention ne se limite nullement a ceux de ces modes de 
mise en oeuvre, de realisation et d ' applications qui vien- 
nent d'§tre decrits de facon plus explicite ; elle en em- 
brasse, au contraire, toutes les variantes qui peuvent ve- 
nir a l'espnt du technicien en la matiere, sans s'ecarter 
du cadre, m de la ported de la pr<§sente invention. 
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REVEND I CATIONS 
1') Proc6d6 d ' amplification de signal pour la 
recherche, la detection et la numeration de particules pre- 
sentes normalement ou eVentuelleraent contenues en tant que 
contaminants dans un milieu a l'etat liquide, semi-liquide , 
ge-lifie\ pateux, solide ou analogue, notamment des produits 
alimentaires, des produits d' hygiene, des fluides biolo- 
giques, en particul'ier dans le cadre de 1' analyse biolo- 
gique, mettant en oeuvre.des structures f luorescentes , df§- 
nommies ci-apres billes, aptes a fixer un antiligand appro- 
prie, ledit procede etant caracterise en ce que lesdites 
billes, lesquelles presentent un diametre et/ou une densite 
de fluorochrome et/ou une longueur d'onde d 1 Emission iden- 
tiques ou differents et sur lesquelles est fixe au moins un 
antiligand approprie, sont raises en contact avec 
1 ' echantillon a analyser, de maniere a obtenir des -com- 
plexes formes de nombreuses billes f luorescentes fixees sur 
chaque particule a detecter, puis en ce que, dans un 
deuxieme temps, le comptage mdividuel des particules a de- 
tecter • ainsi marquees est realist a l'aide d'un.moyen de 
detection de ■ fluorescence approprie" choisi dans le groupe 
qui comprend le microscope, les cytometres en flux, les 
analyseurs d" image et les systeraes a balayage laser. 

2') Proc<§de selon la revendica tion 1, caracte- 
rise en ce que l 1 antiligand fixe sur lesdites billes est 
choisi dans le groupe qui comprend des antigenes, des anti- 
corps, des recepteurs, des lectines, des proteines du type 
A ou G et des avidines specifiques des particules a recher- 
cher. 

3') ProcSde selon la revendication 2, caracte- 
rise en ce que les anticorps sont choisis dans le groupe 
qui comprend les anticorps polyclonaux et/ou monoclonaux, 
mono ou polyspecif iques anti-levures et/ou anti-bact£ries 
et/ou anti-moisissures et/ou anti-parasites et/ou anti-vi- 
rus et/ou anti-phage et/ou anti-cellules animales et/ou 
anti-cellules v^getales. 
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4*) Proc^de" selon l'une quelconque des revendi- 
cations 1 a 3, caract6ris6 en ce que les billes fluo- 
rescentes ont un diametre infe'rieur a celui des particules 
a d6tecter. 

5*) Proc^de" selon l'une quelconque des revendi- 
cations 1 a 4, caract^rise' en ce que les billes ont un dia- 
metre compris entre 0,05 pm et 5 pm . 

6*) Kit ou coffret pr§t a l'emploi pour la mise 
en oeuvre du proc^de" d ' amplification selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 5, caract^rise" en ce qu'il coraprend 
au moins une population de billes f luorescentes sur les- 
quelles est fixe" au moins un antiligand appropri6, even- 
tuellement associe 1 a des tampons appropri6s. 

7*) Kit selon la revendication 6, caractSrise" 
en ce que lorsqu'il comprend plusieurs populations de 
billes, celles-cx sont utilis^es seules ou en melange.- 
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FIG. 2 
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The patent application dates from 1988. The object is signal amplification , 
i.e. increasing the sensitivity of expression used particularly for detection and 
quantification of "particules submicroscopiques" present in "l'etat liquide, 
semi-liquide, gelifie, pateux, solide ou analogue" (p. 3, 18), especially in 
food products , hygiene, biological fluids for biological analyses (p. 3, 19). It 
is particularly important for industrial purposes associated with agriculture, 
pharmacy, cosmetics, and especially for quality control of medical analyses 
(p. 1, 17-20). Microspheres with a certain density of fluorochrome should 
have a diameter which are less than the particles which have to be expressed, 
and it is stated that "nombreuses" (numerous) microspheres may be bound to 
each particle which has to be expressed (p. 3, 28). The analysis may be 
conducted by microscopy, flow cytometry, image analysis and "balavage" 
laser. Mention is made of antigens, antibodies, receptors, lectins, protein A 
or G and avidin (p. 4, 33-35). The antibodies may be mono- or 
polyspecifically directed towards yeast cells, bacteria, "moisissures" and/or 
parasites, viruses, phages and/or animal cells and/or "cellules vegetales". The 
microsphere diameter is from 0.05 to 1 micrometre. It is stated that in theory 
it may be possible to increase the signal strength by a factor of almost 10,000 
- 100,000,000 (p. 4, 12-15). Even though they do not restrict themselves to 
this, they emphasise the use of flow cytometry as highly advantageous in the 
actual detection, "can count with a frequency of 3000 target particles per 
second" (p. 4, 30). The microspheres may be of latex, polyacrylamide, 
cellulose, polystyrene, agarose, PVC and "billes de verre" (p. 5, 15-17). They 
can count both microspheres bound to the target particles and free 
microspheres (p. 5, 20-21). It is pointed out that the method will be 
particularly useful for expressing particles which are too small to be able to 
be expressed in a flow cytometer without such microspheres (p. 5, 32). They 
also say that different types of target particles can be expressed 
simultaneously (p. 6, 2), as well as binding of different microspheres to the 
same particles (p. 6, 5). What is important is that they say that it is not 
necessary to physically separate other particles which may be present, or 
microspheres which are not bound, and that washing is not required (p.6, 9- 
12). 

Examples: 

1. Examine yeast cells in a biological fluid where they are not normally 
found: 
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a) Antibody against yeast cells is bound to carboxylated microspheres by 
incubating for I/2 an hour at room temperature, washing 3 ggr., spinning at 
1 1,000 rpm for 10 min., resuspending in a buffer and sonicking for 50 
seconds. 

b) Detection: Add microspheres, sonic, incubate for 1 hour at room 
temperature, express binding to the yeast cells (Candida albicans and 
tropicalis) . 

2. Counting of bacteria in a fluid where they are normally present (e.g. 
fermentation): 

a) Microspheres with a diameter of 0.2 micrometres covered with an 
antibacterial antibody. 

b) Sonic, incubate for 1 hour at room temperature, count the number of 
bacteria by means of a low cytometer. 

3. Determine "de 1'espece" or the type of target particles: 

Uses a battery of monoclonal antibodies which cover the specificities 
which require to be examined (e.g. membrane receptors on animal cells, 
species Saccharomyces) . Multiparameter flow cytometry (up to 6 different 
colours) , test whether there is binding or not, the colour of bound 
microspheres identifies the target particle(s). (This has clearly not been 
done ). 

4. Simultaneous examination of several ligands on the same particle . 
Analyse with flow cytometry, two (or more) colours. 

5. Examine or quantify extremely rare epitopes on the surface of particles, 
e.g. less than 3000 target molecules. This has been extremely difficult 
with flow, impossible in practice, while the fluorescing microspheres 
make it possible. (I understand them to believe that the optimum it is 
possible to express is two molecules, which is nonsense ). 

6. Expression of Clostridium traces with flow cytometry. Microspheres 0.2 
micron and use of filters. 



